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論文内容の要旨

NMR法は，核スピンを持った個々の原子核を 1 本のシグナルとして観測でき，そしてそのシグナル

の挙動から溶液中の分子を原子レベルで調べることができるという長所を持った，ほとんど唯一の，そ

して強力な測定手段である。しかしながら一般に分子量が数万を超える分子では，激しい共鳴線の重な

りと線幅の広がりによって通常のNMRの測定手段では解析はほとんど絶望的になる。本研究では，光

CIDNP法によって構造的見地から，また，スピン拡散法およびスピンエコー法により運動性の立場

から，巨大タンパク質である免疫グロプリンG (IgG) のNMRスペクトルの解析を試みた。

NMRスペクトルの解析にあたって，まず生ずる大きな困難はシグナルの帰属である。特に IgG のよ

うな巨大タンパク質の場合，解析可能なシグナルを分離することさえ容易ではない。これまでは分子内

で特別に高い運動性を持ったヒンジ領域と，比較的シャープで分離のよい状態で観測することのできる

いくつかの His由来のシグナルが解析されているにすぎなかった。そこで，最初に光CIDNP法が適

用され，いくつかの表面に露出した芳香族残基をとり出すことができた。これらの残基は，サブクラス

と呼ばれるいくつかのアミノ酸残基の置換を含む一群の IgGを用いることにより帰属され，また結晶構

造との比較により CIDNPが観測されるための構造的特徴が明らかとなった。まだ，解析可能なシグ

ナルのブロードなスペクトルからの分離という点ではスピンエコー法が有効であることがわかった。 C

IDNPの結果との比較から，スピンエコースペクトルで観測されたシグナルは運動性の点でCIDN

P の観測されるシグナルとほぼ同じ環境に存在すること，すなわち，二次構造をつくらない露出した

loop上の残基に由来していることが明らかになった。この点でスピン拡散スペクトルはこれとは異な

り，ドメインというプロトン溜の内にあるか外にあるかという粗い構造的特徴が反映されることがわかっ
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以上より， 3 つの手法を適当に組み合せることにより， NMR上のシグナルがタンパク質分子のどう

いう運動性を持った領域に由来しているかを大まかに推定することが可能となり，そのうち露出した

loop セグメント以上の運動性をもつものが比較的線幅が狭く解析可能であることが示唆された。

以上の結果に基づいて，実際に免疫グロプリンGのサブクラス閣の比較，分子内に異常を持つ IgG で

あるリウマチ IgG クリオクゃロプリンの解析が行われた。この結果，サブクラスはNMRで十分識別でき，

それらの閣の四次構造の違いも示唆された。またリウマチ IgGで、は，この研究によりはじめてサブクラ

ス含量の異常が見出された。クリオグロプリンへの応用では，沈澱生成に伴う相互作用部位を推定する

ことができた。

ここで得られた結果は，これまでの解析法では得難いものであり，これらの手法は，今後巨大タンパ

ク質やタンパク質問相互作用の解析に重要となってくるであろう。

論文の審査結果の要旨

近年核磁気共鳴法は蛋白質の立体構造決定に用いられることで着目されている。しかしその方法が適

用できる蛋白質は分子量がせいぜい 1 万あたりである。自然界に存在する蛋白質にはもっと巨大なもの

の方が多い。一般に分子量の大きい分子の共鳴線の線巾が拡がり，重なりが多いから，そこから情報を

得るには特別の工夫がいる。林君はこの問題に挑戦し，対象として分子量15万の免疫グロプリン G (Ig 

G) をとりあげ，光 C 1 DN P (化学誘導動的核分極)，スピン拡散， CPMGスピンエコーの方法を用

いて，検出されるシグナルの帰属と，シグナルとして現れるのに必要な要因を明らかにした。 IgG の光

CIDNPを測定すると数本のヒスチジン，チロシン残基のピークが認められる。それらがどの残基に

由来するかはアミノ酸置換の起こった IgGを何種類か測定することによって可能となった。スピン拡散

の方法では数少ないピークが認められるだけであるが，スピンエコー法を用いるとより本数の多いピー

クが鋭く観測される。観測されたピークを与える残基の位置をX線解析像と対応させてみると，これら

のピークはルーフ。部分の運動d性の高い領域に局在化していることがわかった。スピンエコー法はT 2 の

違いによって分離しているので運動性の違いを最も忠実に反映しているのに対して，光CIDNP では

それに加えて表面への露出度が要求され，スピン拡散の場合はスピン溜となるドメインから孤立してい

ることが要求される，といったことを明らかにした。これらの解析で明らかになったことを用いて，低

温で沈澱を生じやすいクリオグロプリンのスペクトルを解析し分子間相互作用を起こしやすい個所を

同定した。

以上のように林君の研究は巨大蛋白質の構造や物性をNMRでいかに攻めるか，その方法を示し，そ

れらの方法が互いにどのような特徴を持っかを考察した点は，今後の巨大蛋白質の構造研究に有用であ

り，理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める O
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